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Verfahren und Vorrichtung fur die Probenvorbereitung zur Analyse von 

biologischen Proben 

10 

BESCHREIBUNG : 

15 Die Erfindung betrifft ein Verfahren fur die Probenvorbereitung zur Analyse von 
biologischen Proben und eine Vorrichtung zur Durchfiihrung eines Verfahrens fur 
die Probenvorbereitung zur Analyse von biologischen Proben. 

Die qualitative und quantitative Analyse von Proteinen in einer gegebenen Zell- 
20 oder Gewebeprobe gewinnt in der Forschung und Industrie seit der 
Komplettsequenzterung des Genoms des Menschen und anderer Spezies 
zunehmend an Bedeutung. 

Im Hinblick auf die protein-chemischen Analysemethoden stehen moderne, 
25 sogenannte Large-Scale-Proteomics-Verfahren im Vordergrund. Diese Verfahren 
beruhen auf einer Aufschlusselung einer gegebenen Zell- oder Gewebeprobe, 
einer Extraktion und Denaturierung der Proteine mit Hilfe verschiedener moglicher 
Reagenzien und der Trenhung der einzelnen Proteine mit Hilfe von zum Beispiel 
zweidimensionalen Gel-Elektrophorese-Verfahren. Jedes einzelne Protein, das in 
30 dem Ausgangs-Proteingemisch in ausreichender Menge, GroBe und mit 
hinreichender Wanderungsfahigkeit vorliegt, wird innerhalb solcher Gele als Fleck 
an einem charakteristischen Ort bezuglich der GroBe und der Nettoladung 
nachgewiesen. In der Praxis der sogenarinten Proteomforschung lassen sich auf 



diese Weise bis zu mehrere tausend Proteine aus einer Probe trennen. Anhand 
des Vergleichs verschiedener Zustande eines Gewebes kohnen theoretisch 
Unterschiede der Proteinexpression durch eine ortsgenaue Uberlagerung der 
einzelnen Gele mit Hilfe geeigneter Software ermittelt werden. Insbesondere 
5 sollten dabei neu exprimierte Proteine und die nicht mehr exprimierten oder 
uberexprimierten Proteine anhand des Ortsvergleichs identifizierbar sein. 

In der taglichen Analysepraxis ergeben sich aber hinsichtlich dieser Zielsetzung 
einige bedeutende Limitierungen. So weisen die bekannten Analyseverfahren 
10 begrenzte Reproduzierbarkeiten auf, da es zu erheblichen Ungenauigkeiten bei 
den einzelnen Analyseschritten aufgrund fehlender Automatisierung kommt. So 
ergeben sich zum Beispiel hinsichtlich der Position einzelner Proteine 
Abweichungen bis zu einigen Prozent. Hinsichtlich der relativen Menge der 
Proteine ergeben sich Abweichungen von bis zu zwanzig Prozent. 

15 

Neben einer schwierigen technischen Durchfuhrung der bekannten Verfahren ist 
auch deren Dynamik nicht ausreichend, das heiBt sehr selten vorkommende 
Proteine konnen nicht gleichzeitig neben sehr haufig vorkommenden dargestellt 
werden. Diese Limitierungen machen es unmoglich, mit Hilfe einer geeigneten 

20 Software, die auf reproduzierbare Positionen der einzelnen Proteine angewiesen 
ist, eine groBere Zahl, von zum Beispiel Gelen, automatisiert zu vergleichen. Die 
leicht voneinander abweichenden Positionen einzelner Protein-Flecken erhoht die 
Unsicherheit von Vergleichsanalysen. In der Proteomforschung ist man aber auf 
den Vergleich sehr groBer Zell-Gewebemengen angewiesen, so dass die 

25 genannten Beschrankungen der bekannten Verfahren nicht tolerierbar sind. 

Ein wesentlicher Grund fur die Variability bzw. die Ungenauigkeiten und 
begrenzten Reproduzierbarkeiten der bekannten Analyseverfahren besteht 
insbesondere auch in der nicht standardisierten Probenvorbereitung. 

30 

Aufgabe der Erfindung ist es daher ein Verfahren fur die Probenvorbereitung zur 
Analyse von biologischen Proben weiterzubilden und bereitzustellen, das eine 
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homogene und standardisierte und gegebenenfalls vollstandig automatisierte 
Probenvorbereitung gewahrleistet 

Es ist weiterhin Aufgabe der vorliegenden Erfindung eine entsprechende 
5 Vorrichtung zur Durchfuhrung des neuen Verfahrens fur die Probenvorbereitung 
zur Analyse von biologischen Proben bereitzustellen. 

Diese Aufgaben werden gelost durch ein Verfahren gemaB den Merkmalen des 
Anspruchs 1 und eine Vorrichtung gemaB den Merkmalen des Anspruchs 1 1 . 

10 

Vorteilhafte Ausgestaltungen sind in den Unteranspruchen beschrieben. 

Bei einem erfindungsgemaBen Verfahren fur die Probenvorbereitung zur Analyse 
von biologischen Proben werden folgenden Schritte ausgefuhrt: a) Aufbringen der 

is biologischen Probe auf einen zweidimensionalen Trager; b) Aufbringen einer 
Protein fallenden Oder denaturierenden ersten Losung L1 auf die biologische 
Probe bzw. den Trager bei einer ersten Temperatur T1 fur ein vorbestimmtes 
erstes Zeitintervall Z1; c) Belassen oder weiteres Aufbringen der Protein fallenden 
Oder denaturierenden ersten Losung L1 oder Aufbringen einer Protein fallenden 

20 oder denaturierenden zweiten Losung L2 auf die biologische Probe bzw. den 
Trager bei einer zweiten Temperatur T2 fur ein vorbestimmtes zweites 
Zeitintervall Z2, wobei T2 niedriger ist als T1 und Z2 langer, gleich oder kurzer ist 
als Z1, und d) Trocknen der Probe. Durch das erfindungsgemaBe 
Probenvorbereitungsverfahren ist gewahrleistet, dass eine homogene, 

25 hochstandardisierte Probenvorbereitung durchgefuhrt wird und entsprechend 
homogene Proben geschaffen werden. Infolgedessen ist es moglich, dass mittels 
entsprechender Computerprogramme die zu analysierenden und zu 
untersuchenden Proteine signifikant besser erkannt und quantifiziert werden 
konnen. Messungen haben gezeigt, dass die Irrtumswahrscheinlichkeit der 

30 Proteinerkennung um den Faktor 3 bis 4 sinkt. Zudem steigt die Anzahl der 
automatisch erkannten Proteine um mindestens 16 %. SchlieBlich erlaubt das 
heue Probenvorbereitungsverfahren eine vollstandige Automatisierung der 
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Probengewinnung und damit die Moglichkeit, quantitative Ergebnisse zwischen 
verschiedenen Labors zu vergleichen. 

In einer vorteilhaften Ausgestaltung des erfindungsgemaBen Verfahrens erfolgt 
5 zwischen den Verfahrensschritten a) und b) als Verfahrensschritt a1) und/oder 
zwischen den Verfahrensschritten b) und a) als Verfahrensschritt b1) ein 
Trocknen der Probe. Es hat sich gezeigt, dass hierdurch eine weitere 
Homogenisierung und auch Konzentrierung der zu untersuchenden biologischen 
Probe erfolgt. Dabei kann das Trocknen gemaB den Verfahrensschritten a1), b1) 
10 oder d) mittels einer Luft- Oder Vakuumtrocknung erfolgen. 

In einer weiteren vorteilhaften Ausgestaltung des erfindungsgemaBen Verfahrens 
erfolgt nach den Verfahrensschritten a) oder a1) als Verfahrensschritt b2) ein 
Einfrieren der Probe. Auch hierdurch laBt sich vorteilhafterweise eine homogenere 
15 Proteinkonzentration und eine stabilere Proteinfallung erzielen. Die biologische 
Probe kann dabei eine Zell- oder Gewebeprobe oder ein Gemisch von Proteinen 
Oder Nukleinsauren oder ein Gemisch von Makromolekulen bestehend aus 
Proteinen und/oder Kohlehydraten und/oder Fetten und/oder Nukleinsauren sein. 

20 In einer weiteren vorteilhaften Ausgestaltung des erfindungsgemaBen Verfahrens 
sind die Losungen L1 und/oder L2 organische Losungsmittel und/oder Losungen 
mit kritischen pH-Werten und/oder Losungen mit kritischen lonenkonzentrationen 
und/oder Salzlosungen und/oder Metallionen enthaltende Losungen. Besonders 
vorteilhaft haben sich fur die Durchfuhrung des erfindungsgemaBen 

25 Probevorbereitungsverfahrens die organischen Losungsmittel Methanol, Athanol, 
Butanol und Aceton erwiesen. Als Salzlosungen finden insbesondere geloste 
Salze der Pikrinsaure, der Gallusgerbsaure, der Wolframsaure, der 
Molybdansaure, der Trichloressigsaure, der Perchlorsaure und der 
Sulfosalicylsaure Verwendung. Als vorteilhafter Temperaturbereich T1 hat sich ein 

30 Bereich zwischen -10°C und 60°C enwiesen. 

In einer weiteren vorteilhaften Ausgestaltung des erfindungsgemaBen Verfahrens 
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werden die biologischen Proben nach dem Verfahrensschritt d) einem Protein- 
und/oder Nukleinsaurebestimmungsverfahren und/oder einem proteinchemischen 
Trennverfahren und/der einem Verfahren zur in Situ Analyse von Zellstrukturen 
zugefuhrt. 

5 

Eine erfindungsgemaBe Vorrichtung zur Durchfuhrung des beschriebenen 
Verfahrens fur die Probenvorbereitung zur Analyse von biologischen Proben weist 
mindestens eine Kammer zur Aufnahme der auf mindestens einem Trager 
aufgebrachten biologischen Probe bzw. Proben und mindestens eine 
10 Temperaturregelvorrichtung zur Regelung und Steuerung der Temperatur 
innerhalb der Kammer auf. Dadurch 1st vorteilhafterweise gewahrleistet, dass die 
aufzubereitende biologische Probe unterschiedlichen Temperaturbereichen 
innerhalb der Kammer ausgesetzt wird. 

15 In einer vorteilhaften Ausgestaltung der erfindungsgemaBen Vorrichtung sind 
mehrere Kammern in Reihe und hintereinander angeordnet. Es ist aber auch 
moglich, dass mehrere Kammern ubereinander angeordnet sind, oder dass 
innerhalb einer einzelnen Kammer mindestens eine Trennwand angeordnet ist. 
Durch die Ausbildung von mehreren Kammern ist es vorteilhafterweise moglich, 

20 jeder Kammer einen entsprechenden Temperaturbereich oder anderen 
Reaktionsbereich zuzuweisen. Dadurch erhoht sich der Probendurchsatz, da z. B. 
ein Abkuhlen oder ein Aufheizen einer einzelnen Kammer zur Erlangung 
unterschiedlicher Temperaturbereiche nicht notwendig ist. 

25 In einer weiteren vorteilhaften Ausgestaltung der erfindungsgemaBen Vorrichtung 
sind mehrere Trager auf einem oder mehreren Probeschlitten angeordnet. Auch 
dies fuhrt zu einer signifikanten Erhohung des Probendurchsatzes. Dabei konnen 
die einzelnen Verfahrensschritte durch die erfindungsgemaBe Vorrichtung 
manuell, halbautomatisch oder automatisch ausgefuhrt und gesteuert werden. 

30 

Weitere Einzelheiten, Merkmale und Vorteile der Erfindung ergeben sich aus den 
in den folgenden Figuren dargestellten und beschriebenen Ausfiihrungsbeispiele: 
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Es zeigen 

Figur 1 eine schematische Darstellung einer erfindungsgemaBen 
5 Vorrichtung zur Durchfuhrung fur die Probenvorbereitung zur 

Analyse von biologischen Proben gemaB einer ersten 
Ausfiihrungsform; 

Figur 2 eine schematische Darstellung der Vorrichtung gemaB Figur 1 und 
io einem in einer ersten Kammer eingefahrenen Probeschlitten, und 

Figur 3 eine schematische Darstellung der Vorrichtung gemaB Figur 1 mit 
dem Probeschlitten innerhalb einer zweiten Kammer; 

15 Figur 4 eine schematische Darstellung einer erfindungsgemaBen 
Vorrichtung zur Durchfuhrung eines Probenvorbereitungsverfahrens 
zur Analyse von biologischen Proben gemaB einer zweiten 
Ausfiihrungsform; und 

20 Figur 5 eine schematische Darstellung der Funktionsweise der Vorrichtung 
gemaB Figur 4. 

Figur 1 zeigt in einer schematischen Darstellung eine Vorrichtung 10 zur 
Durchfuhrung eines Verfahrens fur die Probenvorbereitung zur Analyse von 

25 biologischen Proben mit einer ersten Kammer 12 und einer zweiten Kammer 20, 
die sich innerhalb eines Gehauses 22 befinden. In die erste Kammer 12 und in 
die zweite Kammer 20 ist ein Probeschlitten 26 mit einer Vielzahl von Tragern 24, 
auf die biologische Proben aufgebracht sind, uber die Schienen 28, 30 ein- und 
ausfahrbar. Die Bewegung des Probeschlittens 26 erfolgt dabei uber den ersten 

30 Motor 32. 



Desweiteren erkennt man, dass das Gehause 22, bzw. die erste Kammer 12 
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mittels eines Deckels 36 verschlieBbar ist. Die erste Kammer 12 ist zudem mit 
einer Vakuumpumpe 16 sowie mehreren Anschlussen zum Einbringen 
unterschiedlicher Protein fallender oder denaturierender Losungen L1, L2, Ln 
ausgestaltet. Die Anschlusse sind dabei derart ausgebildet, dass ein Ein- und ein 
5 Ausbringen der Losungen aus den Kammern 12, 20 erfolgen kann. Desweiteren 
erkennt man, dass die erste Kammer 12 von der zweiten Kammer 20 mittels einer 
bewegbaren Trennwand 18 getrennt ist. Die Bewegung der Trennwand 18 wird 
uber einen zweiten Motor 34 gesteuert. Zur Regelung der Temperatur innerhalb 
der Kammern 12, 20 ist im Bereich der zweiten Kammer 20 eine 

10 Temperaturregelvorrichtung 14' angeordnet. Optional kann eine entsprechende 
Temperaturregelvorrichtung 14" auch noch in der ersten Kammer 12 angeordnet 
sein. Die Temperatur innerhalb der Kammern 12, 20 kann dabei innerhalb eines 
Temperaturbereichs zwischen -10°C und 60°C eingestellt werden. Neben der 
bereits erwahnten automatischen bzw. motorischen Entfernung der Trennwand 18 

is kann dies naturlich auch manuell durchgefuhrt werden. 

Es ist aber auch moglich, dass an Stelle der beiden Kammern 12, 20 lediglich 
eine einzelne Kammer vorgesehen ist (nicht dargestellt). 

20 Im Folgenden wird die Funktionsweise des hier beschriebenen ersten 
Ausfuhrungsbeispieles anhand der Figuren 1 bis 3 naher erlautert. 

Im Falle der vollautomatischen Steuerung der Vorrichtung 10 bewegt der erste 
Motor 32 die Schlittenbox 26 in programmierten Zeitintervallen Z1, Z2 von der 

25 ersten Kammer 12 in die zweite Kammer 20 und von der zweiten Kammer 20 
zuruck in die erste Kammer 12. Dieser Vorgang ist dabei beliebig oft 
wiederholbar. Durch Aktivierung der Vakuumpumpe 16 kann bei je nach Stellung 
der Trennwand 18 entweder in der Kammer 12 oder in beiden Kammern 12, 20 
ein Vakuum erzeugt werden. Die Erzeugung des Vakuums dient dabei zur 

30 Trocknung der Proben auf den Tragern 24 bzw. in dem Probeschlitten 26. 
Entsprechendes gilt fur die Zufuhr und Absaugen der Losungen L1 , L2, Ln. Auch 
hier kann in Abhangigkeit von der Stellung der Trennwand 18 entweder nur die 
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erste Kammer 12 oder beide Kammern 12, 20 mit den entsprechenden Losungen 
L1, 12, Ln gefullt und entleert werden. 

In einem ersten Verfahrensschritt a) werden die biologischen Proben auf einem 

5 zweidimensionalen Trager 24 aufgebracht. Bei den biologischen Proben handelt 
es sich ublicherweise urn eine Zell- Oder Gewebeprobe Oder ein Gemisch von 
Proteinen oder Nukleinsauren oder ein Gemisch von Markomolekulen bestehend 
aus Proteinen und/oder Kohlehydraten und/oder Fetten und/oder Nukleinsauren. 
So konnen beispielhaft Zellen aus einer Zellkultur in einem Puffer aufgenommen 

10 werden. Dabei wird zum Beispiel die Zelldichte auf 3x1 0 8 Zellen eingestellt. Es 
kann aber auch ein Kryostat-Gewebeschnitt als Probe verwendet werden. Die 
Wahl der Anzahl der Zellen oder die Anzahl der Gewebeschnitte hangt von der 
Zielsetzung ab, das heiBt welchem weiteren Verfahren die biologischen Proben 
nach Beendigung der Probenvorbereitung zugefiihrt werden. Es kann sich dabei 

15 ublicherweise urn ein Protein- und/oder Nukleinsaurebestimmungsverfahren 
und/oder ein protein-chemisches Trennverfahren und/oder einem Verfahren zur in 
Situ Analyse von Zellstrukturen handeln. Die im Puffer gelosten Zellen werden mit 
Hilfe einer Pipette gleichmaBig auf den Trager 24 aufgetragen. Alternativ werden 
ein oder mehrere Gewebeschnitte auf den Trager 24 aufgenommen. Je nach 

20 GroBe des Probeschlittens 26 konnen so eine Vielzahl von Tragern 24 
aufgenommen werden. Vor dem Einfahren des Probeschlittens 26 in die 
Vorrichtung 10 wird die Trennwand 18 durch Zug nach auBen verschoben, so 
dass die zweite Kammer 20 von der uber ihr angeordneten ersten Kammer 12 
aus zuganglich wird. Die zweite Kammer 20 wird dann mit der ersten Protein 

25 fallenden oder denaturierenden Losung L1 bis knapp an den oberen Kammerrand 
gefullt. Bei dem hier beschriebenen Ausfuhrungsbeispiel besteht die erste Losung 
L1 aus einem organischen Losungsmittel, zum Beispiel Methanol, Athanol, 
Butanol oder Aceton. Es ist aber auch mdglich, dass die Losungen L1 und L2 
nicht nur aus organischen Losungsmitteln, sondern auch aus Losungen mit 

30 kritischen pH-Werten und/oder Losungen mit kritischen lonenkonzentrationen 
und/oder Salzlosungen und/oder Metallionen enthaltende Losungen bestehen. 
Die Salzlosungen konnen dabei geloste Salze der Pikrinsaure, der 
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Gallusgerbsaure, der Wolframsaure, der Molybdansaure, der Trichloressigsaure, 
der Perchlorsaure Oder der Sulfosalicylsaure enthalten. 

In einem nachsten Arbeitsschritt wird die Trennwand 18 wieder in ihre 
5 Ausgangsposition zuruckgeschoben, das heiGt in eine AbschluGposition zur 
Trennung der ersten Kammer 12 von der zweiten Kammer 20. Nunmehr wird die 
Schlittenbox 26 in die Schienen 28, 30 der Vorrichtung 10 eingesetzt und in die 
erste Kammer 12 eingefahren. Desweiteren wird der Deckel 36 der Vorrichtung 10 
verschlossen. Nunmehr wird in einem weiteren Arbeitsschritt mit Hilfe der 

10 Vakuumpumpe 16 ein Vakuum in der ersten Kammer 12 erzeugt. Dadurch 
werden die biologischen Proben gemaS einem Verfahrensschritt a1) ein erstes 
Mai getrocknet. Nach Beendigung dieses Trocknungsvorganges a1) wird das 
Vakuum aus der ersten Kammer 12 entfernt. SchlieBlich wird die Trennwand 18 
zwischen der ersten Kammer 12 und der zweiten Kammer 20 wiederum entfernt 

is und die Schlittenbox 26 in die mit der ersten Losung L1 gefullte zweite Kammer 
20 abgesenkt. Dadurch erfolgt ein Aufbringen der Protein fallenden Oder 
denaturierenden ersten Losung L1 auf die biologischen Proben bzw. die Trager 
24 bei einer ersten Temperatur T1, die im vorliegenden Fall Raumtemperatur 
darstellt. Durch den Kontakt mit dem organischen Losungsmittel L1 wird den 

20 Proteinen der Proben Wasser aus dem Hydratationsmantel entzogen. Nach 
einem vorbestimmten Zeitintervall Z1, welches zum Beispiel 10 Sekunden 
betragen kann, wird der Schlitten 26 wieder in die Kammer 12 gezogen. Damit ist 
der Verfahrensschritt b) beendet. Aufgrund der sehr kurzen Einwirkungszeit 
kommt es nur zu einem partiellen, schonenden Wasserentzug, so dass die 

25 raumliche Struktur der Proteine in den Zellen nicht Oder nur unwesentlich 
beeinfluGt wird. Auf diese Weise werden die Proteine fur den folgenden 
Verfahrensschritt c) homogen zuganglich. Vor der Durchfuhrung des 
Verfahrensschrittes c) wird die Trennwand 18 wieder eingeschoben, so dass es 
wieder zu einer Trennung der beiden Kammern 10, 20 kommt. GemaB einem 

30 Verfahrensschritt b1) erfolgt nunmehr wiederum ein Trocknen der Probe mit Hilfe 
der Vakuumpumpe 16. SchlieQIich wird nach Beendigung des 
Trocknungsvorganges und Entfernung des Vakuums aus der ersten Kammer 12 
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wiederum die Trennwand 18 zwischen den Kammern 10, 20 entfernt. 

Im folgenden Arbeitsschritt wird uber die Temperaturregelvorrichtung 14' die 
Temperatur innerhaib der Kammern 10, 20 auf -20°C abgesenkt und eingestellt. 

5 Da die biologischen Proben innerhaib der Gasphase des organischen 
Losungsmittels L1 in der ersten Kammer 12 angeordnet sind, werden diese 
gemaB einem Verfahrensschritt b2) eingefroren. Es ist auch mdglich, die Proben 
durch die Zufuhr von flussigem Stickstoff einzufrieren. Entsprechendes gilt fur die 
Zufuhr von flussigem Isopentan bei zirka -130°C. Diese Flussigkeiten mussen 

10 anschlieBend wieder aus dem System entfernt werden. In der zweiten Kammer 20 
liegt das organische Losungsmittel L1 aufgrund des ublicherweise wesentlich 
niedrigeren Gefrierpunkts in flussigem Zustand vor. Dies gilt insbesondere fur die 
Verwendung von Aceton als organischem Losungsmittel. AnschlieBend wird die 
Schlittenbox 26 mit den biologischen Proben in die zweite Kammer 20 abgesenkt, 

is so dass es gemaB dem Verfahrensschritt c) zu einem weiteren Aufbringen der 
Protein fallenden oder denaturierenden ersten Losung L1 auf die biologische 
Probe bzw. den Trager bei der zweiten Temperatur T2 kommt. Die Proben 
verbleiben nunmehr fur ein vorbestimmtes zweites Zeitintervall Z2, was in der 
beschriebenen Ausfuhrungsform zirka 10 Minuten betragen kann, in der zweiten 

20 Kammer 20. Durch das zusatzliche Aufbringen der ersten Losung L1 bei einer 
niedrigen Temperatur T2 erfolgt eine schonende, aufgrund des vorbereitenden 
Verfahrensschrittes b) homogene und komplette Extraktion des Wassersmantels 
der zellularen Proteine in Situ mit einer weitgehenden Erhaltung der 
dreidimensionalen Struktur von Proteinen und Proteinkomplexen der behandelten 

25 biologischen Probe. 

AnschlieBend wird die Schlittenbox 26 wieder in die erste Kammer 12 
eingefahren, wobei die Trennwand wieder zwischen die Kammern 12, 20 
geschoben und arretriert wird. In einem abschlieBenden Verfahrensschritt d) 
30 werden nunmehr die fertig vorbereiteten Proben getrocknet. Dies erfolgt wiederum 
mit Hilfe der Vakuumpumpe 16. Es ist aber auch moglich, dass das Trocknen der 
Proben mittels Lufttrocknung erfolgt. 
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Die Ausgestaltung der Vorrichtung 10 laBt es aber auch zu, dass nicht nur eine 
Losung L1 verwendet wird, sondern eine Vielzahl unterschiedlicher Losungen L2 
bis Ln sequenziell oder gleichzeitig eingefullt und wieder abgesaugt werden. 

5 

Es ist aber auch moglich, dass bei der Vorrichtung 10 auf die Trennwand 18 
verzichtet wird. In diesem Fall besteht die Vorrichtung 10 nur aus einer Kammer 
12 (nicht dargestellt) und einer Temperaturregelungsvorrichtung 14'. Die obere 
Halfte der Kammer 12 ist dabei fur die Gasphase der einzubringenden und 
10 abzusaugenden Losungen LI, L2 bis Ln, die untere Halfte fur die 
Flussigkeitsphase dieser Losungen vorgesehen. Der gesamte Vorgang wird 
manuell in vorgegebenen Zeitintervallen gesteuert. Auch auf die Vakuumpumpe 
und die Motoren 32, 34 kann bei dieser Version der Vorrichtung 10 verzichtet 
werden. 

15 

Desweiteren ist es moglich durch die Variation der Hohe der Kammern 12, 20 der 
in den Figuren 1 bis 3 dargestellten Vorrichtung 10 unterschiedliche 
Schlittenboxen 26 mit variabler Aufnahmekapazitat bezuglich der Anzahl von 
Tragern 24 zu verwenden. Dadurch wird die Zahl parallel verarbeitbarer Proben 

20 erhdht. So konnen zum Beispiel pro Vorrichtung 10 zwischen zehn und funfzig 
Proben gleichzeitig verarbeitet werden. Zudem ist es moglich, durch ein paralleles 
Betreiben der Vorrichtung 10 die Anzahl der zu bearbeitenden Proben beliebig zu 
steigern. Dabei kann zum Beispiel eine einzelne Vakuumpumpe 16 uber 
entsprechende Anschlusse mit einer Vielzahl von Vorrichtungen 10 verbunden 

25 sein. 

Figur 4 zeigt in einer schematischen Darstellung eine Vorrichtung zur 
Durchfuhrung eines Probenvorbereitungsverfahrens zur Analyse von biologischen 
Proben gema3 einem zweiten Ausfiihrungsbeispiel. Man erkennt, dass mehrere 
30 Kammern 1, 2, 3 ...,n in Reihe und hintereinander angeordnet sind. Dabei sind die 
einzelnen Kammern 1, 2, 3 ...,n mit entsprechenden Deckeln D1, D2, D3 ...,Dn 
verschlieGbar. 
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lm Folgenden wird die hier dargestellte zweite Ausfuhrungsform naher anhand 
ihrer Funktionsweise beschrieben. So wird eine Schlittenbox A mit den darin 
enthaltenden Proben bzw. den Proben aufweisenden Tragern in die Schienen B 
eingesetzt und uber der Kammer 1 plaziert. Danach wird die Schlittenbox A in die 
Kammer 1 abgesenkt und der Kammerdeckel D1 wird mittels der 
Fuhrungsschiene C uber die Kammer 1 geschoben. In der Kammer 1 wird daran 
anschlieBend ein Vakuum erzeugt. Nach Beendigung des Vakuum- 
Trocknungsvorganges und der Luftflutung der Kammer 1 wird der Deckel D1 in 
seine Ausgangsposition zuruckgefahren. Die Schlittenbox A kann dann aus der 
Kammer 1 wieder in die Schienenfuhrung B zuriickgehoben werden. Nach einem 
Verfahren der Schlittenbox A bis uber die Kammer 2 wird diese in die Kammer 2 
abgesenkt. Ein Deckel D2 verschlieBt wiederum die Kammer 2. In der Kammer 2 
erfolgt das Aufbringen der Protein fallenden oder denaturierenden ersten Losung 
L1 gemaB Verfahrensschritt b). Nach Ausbringen des Probeschlittens A aus der 
Kammer 2 und ein entsprechendes Einbringen des Probeschlittens A in die 
Kammer 3 werden die Proben in der Kammer 3 gemaB dem Verfahrensschritt b1) 
getrocknet. Die Kammer 4 dient zur Durchfuhrung des Verfahrensschrittes c), das 
heiBt einer weiteren Aufbringung einer Protein fallenden oder denaturierenden 
Losung bei einer zweiten Temperatur T2, die niedriger ist als die erste 
Temperatur T1 , die im vorliegenden Fall in der Kammer 2 vorgeherrscht hat. Die 
Kammer 5 dient bei der dargestellten Vorrichtung als Vakuumkammer fur die 
weitere Probentrocknung gemaB Verfahrensschritt d). Alle weiteren Kammern 
konnen fur die weitere Probenbehandlung verwendet werden. So kann zum 
Beispiel in Kammer 6 ein Puffer oder eine zweite Losung L2 auf die Proben 
aufgetragen werden. Entsprechendes gilt fur die Kammern 7 bis 9 mit weiteren 
Pufferlosungen oder weiteren Protein fallenden oder denaturierenden Losungen. 
Zudem konnen Kammern fur die Asservierung der Proben nach einem DUrchlauf 
ausgebildet sein. Desweiteren konnen Kammern einen sogenannten "Cell/Tissue- 
Sampler" enthalten, der die behandelten Proben von dem Trager in ein 
Reagenzglas oder ein Zentrifugenrdhrchen aufnimmt. 
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Man erkennt, dass durch die lineare Vorrichtung gemaB der zweiten Ausfiihrung 
dieselben Arbeitsschritte wie in den Figuren 1 bis 3 dargestellten Vorrichtung 10 
ausgefuhrt werden konnen. Jedoch werden die einzelnen Reaktionen in 
getrennten, fur jede Reaktion spezifischen Kammern 1,2, 3 ...,n durchgefuhrt 
(vergleiche auch Figur 5). 

In einer weiteren, nicht dargestellten Ausfuhrungsform konnen in die einzelnen 
Kammern der Vorrichtung auch innerhalb eines sogenannten Karussells 
kreisfdrmig angeordnet sein. 



10 
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Verfahren und Vorrichtung fur die Probenvorbereitung zur Analyse von 

biologischen Proben 



ANSPRUCHE: 



1. Verfahren fur die Probenvorbereitung zur Analyse von biologischen 
15 Proben, folgende Schritte umfassend: 

a) Aufbringen der biologischen Probe auf einen zweidimensionalen Trager; 

b) Aufbringen einer Protein fallenden Oder denaturierenden ersten Losung L1 
20 auf die biologische Probe bzw. den Trager bei einer ersten Temperatur T1 

fur ein vorbestimmtes erstes Zeitintervall Z1 ; 

c) Belassen Oder weiteres Aufbringen der Protein fallenden Oder 
denaturierenden ersten Losung L1 Oder Aufbringen einer Protein fallenden 

25 oder denaturierenden zweiten Losung L2 auf die biologische Probe bzw. 

den Trager bei einer zweiten Temperatur T2 fur ein vorbestimmtes zweites 
Zeitintervall Z2, wobei T2 niedriger ist als T1 und Z2 langer, gleich Oder 
kurzer ist als Z1 ; und 

30 d) Trocknen der Probe. 



2. 



Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 
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daB zwischen den Verfahrensschritten a) und b) als Verfahrensschritt a1) 
und/oder zwischen den Verfahrensschritten b) und c) als Verfahrensschritt 
b1) ein Trocknen der Probe erfolgt. 

Verfahren nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet 

daB das Trocknen der Probe mittels einer Luft- Oder Vakuumtrocknung 
erfolgt. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB nach den Verfahrensschritten b) Oder b1) als Verfahrensschritt b2) ein 
Einfrieren der Probe erfolgt. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die biologische Probe eine Zell- Oder Gewebeprobe Oder ein Gemisch 
von Proteinen oder Nukleinsauren Oder ein Gemisch von Makromolekulen 
bestehend aus Proteinen und/oder Kohlehydraten und/oder Fetten 
und/oder Nukleinsauren ist. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Losungen L1 und/oder L2 organische Losungsmittel und/oder 
Losungen mit kritischen pH-Werten und/oder Losungen mit kritischen 
lonenkonzentrationen und/oder Salzlosungen und/oder Metallionen 
enthaltende Losungen sind. 

Verfahren nach Anspruch 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die organischen Losungsmittel Methanol und/oder Athanol und/oder 
Butanol und/oder Aceton sind. 



- 16- 



8. Verfahren nach Anspruch 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Salzldsungen geloste Salze der Pikrinsaure und/oder der 
s Gallusgerbsaure und/oder der Wolframsaure und/oder der Molybdansaure 

und/oder der Trichloressigsaure und/oder der Perchlorsaure und/oder der 
Sulfosalicylsaure enthalten. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
10 dadurch gekennzeichnet, 

daB T1 einen Temperaturbereich zwischen -10°C bis 60°C umfasst. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

15 daB die biologischen Proben nach dem Verfahrensschritt d) einem Protein- 

und/oder Nukleinsaurebestimmungsverfahren und/oder einem protein- 
chemischen Trennverfahren und/oder einem Verfahren zur in Situ Analyse 
von Zellstrukturen zugefuhrt werden. 

20 11. Vorrichtung zur Durchfuhrung eines Verfahrens fur die Probenvorbereitung 
zur Analyse von biologischen Proben nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB die Vorrichtung (10) mindestens eine Kammer (12, 20) zur Aufnahme 
25 der auf mindestens einem Trager (24) aufgebrachten biologischen Probe 

bzw. Proben und mindestens eine Temperaturregelvorrichtung (14', 14") 
zur Regelung und Steuerung der Temperatur innerhalb der Kammer (1 2, 
20). aufweist. 



30 12. 



Vorrichtung nach Anspruch 1 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Kammer (12) mit einem Deckel (36) verschlieBbar ist. 
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13. Vorrichtung nach Anspruch 1 1 Oder 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Vorrichtung (10) mindestens eine Vakuumpumpe (16) zur 
5 Erzeugung eines Vakuums innerhalb der Kammer (12,20) aufweist. 

1 4. Vorrichtung nach Anspruch 11,12 oder 1 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB innerhalb der Kammer (12, 20) mindestens eine Trennwand (18) 
io angeordnet ist. 

15. Vorrichtung nach Anspruch 14, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Trennwand (18) manuell oder automatisch entfernt oder 
is verschoben werden kann. 

1 6. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 1 bis 1 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB mehrere Kammern (1, 2, 3 .... n) in Reihe und hintereinander 
20 angeordnet sind. 

17. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 1 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB mehrere Kammern (12, 20) ubereinander angeordnet sind. 

25 

1 8. Vorrichtung nach einem der Anspruche 11 bis 1 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB mehrere Trager (24) auf einem oder mehreren Probenschlitten (26) 
angeordnet sind. 

30 

19. Vorrichtung nach einem der Anspruche 11 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet, 
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dal3 die einzelnen Verfahrensschritte durch die Vorrichtung (10) manuell, 
halbautomatisch Oder automatisch ausgefuhrt und gesteuert werden. 
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10 

ZUSAMMENFASSUNG : 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren fur die Probenvorbereitung zur 
Analyse von biologischen Proben, folgende Schritte umfassend: (a) Aufbringen 

15 der biologischen Probe auf einen zweidimensionalen Trager; (b) Aufbringen einer 
Protein fallenden oder denaturierenden ersten Losung L1 auf die biologische 
Probe bzw. den Trager bei einer ersten Temperatur T1 fur ein vorbestimmtes 
erstes Zeitintervall Z1; (c) Belassen Oder weiteres Aufbringen der Protein 
fallenden oder denaturierenden ersten Losung L1 oder Aufbringen einer Protein 

20 fallenden oder denaturierenden zweiten Losung L2 auf die biologische Probe bzw. 
den TrSger bei einer zweiten Temperatur T2 fur ein vorbestimmtes zweites 
Zeitintervall Z2, wobei T2 niedriger ist als T1 und Z2 langer, gleich oder kurzer ist 
als Z1 ; und (d) frocknen der Probe. Die vorliegende Erfindung betrifft weiterhin 
eine Vorrichtung zur Durchfuhrung eines Verfahrens fur die Probenvorbereitung 

25 zur Analyse von biologischen Proben nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, wobei die Vorrichtung (10) mindestens eine Kammer (12) zur 
Aufnahme der auf mindestens einem Trager aufgebrachten biologischen Probe 
bzw. Proben und mindestens eine Temperaturregelvorrichtung (14) zur Regelung 
und Steuerung der Temperatur innerhalb der Kammer (12) aufweist. 

30 



i 



(oxdsn) >|N\ng 3DVd SIH1 



1/3 



Fig. 1: 



26 — 



32 -f 
28 - 



14" 



22- 



t 

12 



20 




Reagensg |_2 



Reagensn |_p 

- - 34 



18 



30 



■14' 



2/3 




3/3 



Pig A: 



A Bl. 



I f f t i t ( ! t t ! 



B m 


1 


Z 


3 


4 


5 


6 


7 


8 


9 


n 




Dl 


D2 


D3 


D4 


D5 


D€ 


D7 


D8 


D9 


Dn 



Fig. S: 



ccccccccccc 

1.1 1 I I I 1 I I I 1 




D1 



2 


3 


4 


S 


6 


7 


8 


9 


n 


D2 


D3 


D4 


D5 


D6 


07 


D8 


D9 


Dn 



Arbeitsschritt 1 

CCCCCC CCC CC 

i 1 I 1 1 i 1 1 1 1 i 



z 


■ 


* 


3 


4 


5 


6 


7 


8 


9 


n 






02 


D3 


D4 


05 


D6 


07 


08 


D9 


Dn 



Arbeitsschritt 2 

CCCCC C CCCCC 



I II I I 1 I 1 I I I 




3 


4 


5 


6 


7 


8 


9 


n 


D3 


04 


05 


06 


07 


08 


D9 


Dn 



Arbeitsschritt 3 



i 
J 



This Page Blank (uspto) 



